Sequenciação Total do Genoma aplicada ao estudo de caracterização de uma estirpe de Klebsiella pneumoniae isolada de pus de drenagem de abcesso hepático by Simões, Maria João et al.
07
_Introdução
Klebsiella pneumoniae é um bacilo de Gram negativo, capsulado, 
da família Enterobacteriaceae, ubiquitária no ambiente e que pode 
colonizar o Homem e outros animais. É um patogénio responsá-
vel por pneumonia adquirida na comunidade, particularmente em 
indivíduos alcoólicos (1) e por infeções urinárias. Contudo, a gran-
de maioria das infeções ocorre em meio hospitalar, em doentes 
imunocomprometidos com co-morbilidades graves como diabe-
tes mellitus ou obstrução pulmonar crónica (2). Em meados da 
década de 80 emergiu uma estirpe híper-virulenta de K. pneumo-
niae, primeiramente identificada em Taiwan (em 1985) e na Coreia, 
e posteriormente dispersa por outros países do sudeste asiático, 
tipicamente associada a abcesso hepático adquirido na comunida-
de (3, 4). Atualmente esta é a etiologia mais frequente de abcesso 
hepático, considerada endémica em Taiwan e na Coreia e emer-
gente em várias regiões do globo (5).
A estirpe híper-virulenta de K. pneumoniae associada a abcesso 
hepático na comunidade apresenta uma típica híper-mucoviscosi-
dade em cultura em meio sólido, estando normalmente associada 
ao serotipo capsular K1 (menos frequentemente K2), à sequência 
tipo (ST) 23 e, entre outros, pode possuir fatores de virulência tais 
como os codificados pelos genes rmpA (regulator of the mucoid 
phenotype) e magA (mucoviscosity associated gene A) (6, 7) e o 
siderófero aerobactina (8, 9).
_Objetivo
O presente estudo teve como objetivo o completo esclarecimento 
de um caso de abcesso hepático adquirido na comunidade, tendo 
para tal sido solicitada aos laboratórios do Departamento de Doen-
ças Infeciosas do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge 
(INSA) a caracterização de uma estirpe de K. pneumoniae isolada 
do pus de drenagem, de uma doente internada num hospital da re-
gião de Lisboa. 
_Material e métodos
A estirpe de K. pneumoniae foi isolada em meio sólido no laborató-
rio de Microbiologia do Serviço de Patologia Clínica do Hospital de 
Santa Maria, e enviada para o INSA para posterior caracterização 
genética. Após extração do DNA, procedeu-se à Sequenciação 
Total do Genoma (Whole Genome Sequencing – WGS) no equi-
pamento MiSeq (Illumina), usando uma profundidade de cobertura 
média superior a 70 vezes. Para a montagem bioinformática do ge-
noma recorreu-se ao software Velvet. A sequência do genoma foi 
posteriormente analisada com vista: i) à determinação in silico da 
ST, usando o esquema de “Multilocus sequence typing” (MLST) ge-
rido pelo Instituto Pasteur (França) (http://bigsdb.web.pasteur.fr/); ii) 
à previsão in silico do tipo capsular, tirando partido de um método 
de genotipagem wzc descrito recentemente (10); e iii) à pesqui-
sa de fatores de virulência normalmente associados às estirpes de 
K. pneumoniae causadoras de abcesso hepático. O estudo de di-
ferenciação fenotípica de subpopulações de K. pneumoniae foi 
realizado no INSA com base na híper-mucoviscosidade das coló-
nias reisoladas em meio de gelose de sangue, avaliada pela técnica 
de formação de filamento. 
_Resultados e discussão
A estirpe recebida no INSA apresentava-se em cultura pura em 
meio de Macconkey, com híper-mucoviscosidade. Os resultados 
de WGS confirmaram, como esperado, tratar-se de uma estirpe 
de K. pneumoniae. A análise bioinformática da sequência do ge-
noma permitiu caracterizar a estirpe como pertencente ao ST23 e 
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com provável serótipo capsular K1, e identificar também múltiplos 
fatores de virulência. Estas características permitem inferir que a es-
tirpe em estudo se assemelha geneticamente aos clones virulentos 
de K. pneumoniae normalmente associados ao abcesso hepático 
(4, 9). Dados preliminares da previsão in silico de genes associados 
à resistência a antibióticos identificaram os genes que codificam as 
bombas de efluxo OqxAB (11), as quais se associam à diminuição 
da susceptibilidade às quinolonas. Curiosamente, os resultados de 
WGS sugeriram ainda não se tratar de uma cultura pura, mas sim 
de uma mistura de clones de K. pneumoniae. 
De acordo com a literatura, as colónias de K. pneumoniae associa-
da a abcesso hepático na comunidade têm um teste de filamento 
positivo, sendo a híper-mucoviscosidade definida pela formação de 
um filamento superior a 5 cm (7). Neste sentido, procedeu-se ao 
reisolamento em meio sólido da estirpe em estudo para diferencia-
ção fenotípica de supostas sub-populações identificadas por WGS, 
tendo-se confirmado a presença de três tipos de colónias com dife-
rentes resultados do teste de formação de filamento: 0,5cm, 3cm e 
10cm. Estão em curso atualmente novas análises de WGS dirigidas 
a cada um dos tipos de colónias, com vista ao estabelecimento de 
uma associação entre características genómicas e os fenótipos ob-
servados. Será também efetuado um estudo mais detalhado sobre 
a presença de genes/mutações associados à resistência a antibió-
ticos, com posterior confirmação fenotípica. 
_Conclusão
Esta forma distinta de doença invasiva por K. pneumoniae respon-
sável por abcesso hepático na comunidade, descrita inicialmente 
na Ásia, tem emergido com uma distribuição global. A diabetes 
mellitus e a presença dos dois tipos capsulares específicos da bac-
téria, predispõem ao desenvolvimento do abcesso hepático e das 
complicações extrahepáticas: bacterémia, meningite, endoftalmite, 
e necrosante fascite. De salientar que a doente em estudo não 
apresentava nenhum fator de risco o que torna o presente caso par-
ticularmente invulgar. O diagnóstico atempado e o tratamento anti-
microbiano adequado, combinado com drenagem percutânea do 
abscesso, aumentam a sobrevivência e previnem o aparecimento 
das complicações. Desconhece-se se a população asiática é mais 
propensa a esta infeção, bem como os principais reservatórios 
para o desenvolvimento de estirpes de K. pneumoniae altamente 
virulentas.
O presente estudo ilustra a potencialidade da WGS para uma 
rápida identif icação e caracterização de estirpes relevantes em 
termos clínicos, gerando uma multiplicidade de resultados num 
curto espaço de tempo.
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